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Construccién de un biosensor de Cu*?
(Evaluacion de la sensibilidad y especificidad del Promotor
CusC de E. Cali)

Existen microorganismos que utilizan metales pesados como nutrientes
0 aceptores finales de la cadena transportadora de electrones, provocando asi
la disminucién de la toxicidad de los mismos o su acumulaciéon en vesiculas
especificas. Estos microrganismos poseen un alto valor biotecnolégico por su
utilizacion en la biorremediacion de ambientes. Pero también poseen
informacion de alto valor biotecnolégico, dado que los genes implicados en
estas maquinarias de detoxificacién (usualmente organizados en operones)
pueden ser utilizados para generar herramientas tecnologicas, como por
ejemplo biosensores de metales pesados. Estos metales (siendo los mas
conocidos: Cu, Cd, Zn, As), son reconocidos por proteinas que al incorporarlos,
sufren una transformacién estructural que actia como activador o represor de
la induccién de los promotores especificos de las rutas de degradacion o

reduccion de la toxicidad de ellos.

Un ejemplo de lo antes mencionado, es el promotor CusC, sensible a
Cu*? a través de la via CusS/CusR de E. Coli (Gudipaty, et al. 2012). La misma
consiste en la enzima transmembrana histidin-kinasa CusS, la cual se ancla a
la membrana citoplasmatica de la bacteria, y el regulador citoplasmico CusR.
Cuando CusS une a las moléculas de Cu*? solubles en el periplasma, transfiere
un grupo fosfato del ATP al aspartato 51 de CusR mediante la histidina de la
posicién 271 de CusS. Ahora la forma fosforilada de CusR es capaz de unir a
las “cajas” de repeticiones invertidas de CusR
(AAAATGACAANNTTGTCATTTT) y activar asi la expresion downstream.

En E. Coli estas “cajas” estan presentes entre los promotores del operdn
CusCFBA, el cual codifica para una bomba multiproteica que exporta el Cu*?
presente en el citoplasma y del periplasma al exterior de la célula, y los
promotores del operon CusRS, el cual codifica el sistema de dos componentes

antes mencionado (actuando como una sefial de feedback positivo) (Figura I)
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Figura |. Esquema de sefializacion del sistema CusS/CusR.

El esquema basico de un biosensor microbiolégico consiste en la
utilizacion de un promotor inducible por la molécula que se desea detectar y un
gen reportero downstream al mismo. Este Ultimo puede ser una enzima, una
proteina fluorescente o el primer eslabon de una cascada de sefales que

finaliza en un efecto medible, entre otros.

Dado que el promotor CusC es sensible a moléculas de Cu*? activando
la transcripcion de los genes downstream al mismo, es posible utilizar esta
secuencia como parte de un biosensor de Cu*?, acoplado a una proteina
reportera para la medicion de la sefal, como por ejemplo la proteina

fluorescente verde (GFP)
Hipotesis de trabajo

La existencia del promotor CusC upstream al gen reportero GFP permite
sensar la presencia de Cu*™ en el medio extracelular, a partir de la emisién de

fluorescencia.
Objetivo general

Generar una construccion plasmidica tal que al ser transformada en E. Coli

pueda ser utilizada como biosensor de Cu*?, a partir de la expresion de GFP.
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Metodologia

En este esquema de trabajo utilizaremos la proteina fluorescente verde (GFP)
derivada de medusa Aequorea victoria!, downstream al promotor CusC inducible por

Cu*?, en el esqueleto del vector de expresion pET-28a

Tal como se menciono previamente los promotores inducibles por metales
pesados son elementos presentes en los operones de detoxificacion de los mismos, y
en algunos casos estos son altamente especificos mientras que en otros casos suelen
ser promiscuos. Por este motivo, ademas de construir el biosensor, evaluaremos la

especificidad y la sensibilidad del sistema.

Esquema de trabajo
-Construccién del biosensor

1) Realizar una Miniprep del vector pET-GFP, el cual contiene el gen reportero GFP
bajo el promotor T7.

2) Realizar la sintesis de novo del promotor CusC a partir de los oligonucleétidos Cu-
Fw-Bglll y Rv-Cu-Xbal.

Secuencia del promotor CusC (98 nt):
gcgggatcagatggcaatcgcttattggcaaaatgacaattttgtcatttttctgtcaccggaaaatcag
agcctggcgagtaaagttggcggcataa

BsaBI

Taul
FnudHI Xbal

Bglll Sau3Al Drdl
A Rev
GTTAA AACAGTAAAA AGACAGTGGC CTTTTAGTCT CGGACCGCTC ATTTCAACCG CCGTATTAGA TCTCGT
Fu »
CGCAGATCTG CGGGATCAGA TGGCAATCGC TTATTGGCAA AATGACAATT TTGTCATTTT TCTG
cgcagatctg cgggatcaga Tggcaatcgc Tttattggcaa aatgacaatt TTgLCAatLTiT TLCTLgLCaccg gaaaatcaga gcctggcgag taaagttggc ggcataatct agagca

Figura Il. Esquema del promotor CusC y los primers Fw-Bglll y Rv-Cu-Xbal.

LEl 8 de octubre de 2008 los profesores Martin Chalfie, Osamu Shimomura y Roger Y. Tsien fueron
galardonados por la Real Academia Sueca de Ciencias de Estocolmo con el Premio Nobel de Quimica
2008 "por su descubrimiento y desarrollo de la proteina fluorescente verde (GFP)", herramienta

indispensable para la biologia y la medicina modernas.




Ingenieria Genética B 1% cuatrimestre de 2023

3) Realizar la digestion del fragmento sintetizado y del vector pET-GFP con las

enzimas Bglll y Xbal.

4) Ligar el promotor CusC al vector pET-GFP (previamente procesado por CleanUp)
5) Transformar la ligacidn en bacterias E. Coli electrocompetentes (Top 10)

6) Realizar un screening de las colonias obtenidas mediante Colony PCR

7) Ensayar sensibilidad y especificidad del biosensor obtenido, en placa y en cultivo.

-Evaluacién de la sensibilidad y especificidad del sistema

Evaluar la fluorescencia emitida por GFP en cultivos de E. Coli conteniendo el
vector que codifica para el biosensor en presencia de concentraciones variables de
CuSO4 (0-10 mM). Y también en curvas de concentracion de ZnSO4 y NiSOa.
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